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Summaw and General rdiscusisiliaru 
The human body has several Lines of dleknce, e.g. anltiolxidants, enzymes and metaL 
clhelators, t o  rope witlh reactive oxygen species and eledc~rophiles. Antioxidants do 
not work i n  .isolation but  form an intricate netwolrk. This thesis focuses an the inter- 
action of two different defence mechanisms: vitamin E and glutathione-dependent 
enzymes. Specifically the interplay between vitamin E or a-tocopherol quinone and 
free radical reductase; th~e reduction of a-tocopherol quinone by glutathione; and 
the effect of  different forms of  vitarnin E on glutathione S-transferase activity is 
explored. 
I n  chapter 2 of this thesis an overview on vitamiin E and gl~utathione (-delpendent 
enzymes) i s  presented. Together with other antioxidants (enzymatic and nonenzymatic) 
these two compounds Corm a barrier against damaging species. The uptake o f  the 
different forms of vitamin E and of glutathione is discussed and the different func- 
tions of vitamin E and glutathion~e (-dependent enzymes] are reported. 
Radicals are able t o  oxidise polyunsaturated fatty acids i n  tlhe membranes of cells. 
Products wlhich are formed during this process can inhib i t  cel l  growth and display 
genotoxic activity. Vitamin E can inhib i t  tlhis process o f  l ipid peroxidation by 
scavenging lipid peroxyl radicals tha t  propagate chains i n  nlonenzyrnatic Lipid 
peroxidation [I]. a-Tocopherol i s  the form of  vitamin E mostly present i n  th~e human 
body due to  the presence of  a-tocopherol transfer protein i n  the liver which selec- 
tiveLy sorts out RRR-a-tocopherol for uptake i n  the body 121. Because of the higlher 
bioavailability of a-tocopherol compared t o  a l l  other vitamin E vitamers i ts  anti- 
oxidant effect is superior t o  the other vitamin E vitamers i n  the defence against 
B l ipid peroxildation. It sholuild be reatised tha t  once a-tocopherol scavenges thle lipid peroxidation radical, i t  becomes a radical itself. 
Next t o  a-tocopherol, GSH is also a potent inhib i tor  of  Lipid per oxidation^. The GSH- 
depende~it protection is vitamin E dependent and proceeds via a free radical reduc- 
tase, an enzyme which is able t o  regenerate a-tocopherol radical1 t o  a-tocopherol. 
Wowewer not a l l  nr-tocopherol radicals are regenerated i n  this way, some radicals are 
oxidised further and form a-tacopherol quinome. It has been demonstrated tha t  a- 
tocopherol quinone can be reduced t o  a-tocopherol i n  humans [2]. However, th is 
.o\ reduction i s  mot due t o  a direct reaction wi th GSH (chrspter 3). The reduction does 
occur neither directlly i n  sollution nor i n  microsomes i n  which the free radical reduc- 
tare enzyme is present. Chapter 3 deals also with the interaction o f  a-tocopherol 
2 and or-tocopherol quinone with glutathione i n  the process of lipid peroxidation. As 
U described i n  earlier studies, a-tocoplherta~l inhibits the process of  lipid peroxidation 
via GSH-dependent protection. ol-Tosophesol quinone does not affect this GSH- 
dependent protection i n  the presence of adequate levels o f  a-tocopherol. However, 
when a-tocopherol Levels are reduced, a-tocopheroh quinorrc completely blocks the 
GSH-dependent protection against lipid peroxidation, 
This indicates that  a-tocopherol quinone acts as a weak a-tocopherol ailtagonlist 
for  the free radical. reductase. I n  this way a-tocopherol quinone can work as a pro- 
oxidant when a-tocopherol levels are low. 
Glutathione S-transkrases also protect the human body against damaging activities 
of, for inlstance, reactive oxygen species and various electrophiles. They catalyse the 
glutathione conjugation of various compounds [4 ] .  The pi isoform of EST is especially 
wulnerable to  oxidative stress [5]. Since a-tocopherol i s  able t o  protect against 
sadicalls, it was expected that  it would have a protective effect on GSI PI-1. I n  
chapter 4 it was demonstrated, however, that  a-tocopherol is a very potent inhibi- 
tor  of GST PI -1  compared wi th other known inhibitors of GST PI-1, i.e. S-hexytglu- 
tathione and bromosukfothalein [ 6 ] .  a-Tocopherol does not  compete for the binding 
sites of either GSH or CDNB on GST PI-1; it inhibits the activity i n  a noncompeti- 
t ive manner. 
When vitamin E i s  used as supplement or is added t o  a product, e.4. cosmetic pro- 
dust, the molecule is  frequently made Less vulnerable t o  oxidation by sequestration 
o f  the hydroxyn group i n  the chroman head, that  is essential for i t s  antioxidant func- 
t ion  [S]. Chcqtes 5 describes the effect of some tocopherol derivatives on activity 
of lGST PI-1. Alth~ough sequestration of the free hydroxyl group i n  tocopherol lowers 
the capacity t o  inhib i t  GST PI-I, all1 tested tocopherols and tocopherol derivatives 
inh ib i t  human GST PI -1  i n  a concentration-dependent manner a t  relatively low con- 
centrations. Tilie water-soluble vitamin E analogue trolox, with the same chraman 
head as a-tocopherol, has a poor inhibitory effect on G5T PI-1 .  Also arachidonie: 
acid, a long fatty acid resembling the ta i l  o f  a-tocopherol, does not  have a high 
inhibit ing effect on GST PI-1. The inhibit ion of the ester RRR-a-tocopherol aceta- 
t e  was noncompetitive, indicating that  the type o f  inhibit ion of tlhe esters is iden- 
ticail to  t ha t  of the free tocopherols. Based csri these results it can be concluded that  
not  just thle t a i l  or the head o f  tocopherol is important for GST P I - 1  inlhibition, but  
a combination of the head and the ta i l  o f  "re rnoleculle. It also can be soncludled 
tha t  other structural elem~ents play a role i n  GST P I -1  inhi~bit ion than i n  free radi- 
cal scavenging. Chapter 5 also describes the most probable mechanism of GST inhi -  
bit ion by tocopherolls and tocopherol derivatives. Thle hypothesis i s  that  these corn- 
pounds induce conformation~al changes of the enzyme due t o  structural modifica- 
tilcrns of lipophiilic regions present i n  the interface between tlhe two monomers of 







In chapter 6 the ilnhibition; o f  GST P l - 1  by tocotrienats is described. Tocotrienols 
inh ib i t  EST P l - 1  activity with comparable potency t o  tha t  oaf tocopherols. The inhi- 
bit ion was atso non-competitive with respect t o  both substrates CON1& and GSH. The 
hypothesis for the mechanism OF GST inhibit ion by tocopherols and .tocopherol deri- 
vatives described i n  chapter 5 i s  verified i n  chapter 6. Three-dimensional evaluation 
o f  the EST P l - 1  protein structure revealed that  there are surprisingly few lipophilic 
amino acids present i n  the contact region of  the  two monomers. Binding of toco- 
pherol, tocotrienol or tocopherol derivatives i n  this region is ve y unlikely. However, 
a very hydrophobic pit-like structure, where the l ipophil ir  t a i l  of  tocopherols and 
tocotrienols could fit in, is present just below the E-site i n  the molecule. It is  Likely 
that  tocopherolls and tocotrienols preferentiailily bind t o  th is  region and i n  this way 
change the conformation of the enzyme. The activi~ty of  the enzyme wi l l  be inhibi- 
ted i n  this way. The region described i n  th is chapter contains overlapping regions 
with a hydrophobic binding region described i n  earlier studies [9-111. 
GST is a superfamily of  mulhiple isoenzymes. The three major cytosolic isoenzymes 
are alpha, mu and pi. The alpha and r n w  class isoenzymes are predominantly expres- 
sed i n  the liver and the kidney and the p i  isoenzyme i n  the  slkin and red blood cells. 
I n  chapter 7 we discussed the effects of  RRR-a-tocopherol on the activity of  puri- 
fied isoenzymes of  GST. Also the effects of RRR-a-tocopherol on GST activity in1 
Riuman Iriver cytosol and human red blood cell lysate are discussed. A l l  the purified 
isoenzymes tested (G5T hl-1, A2-2, M l a - l a  and P1-1) are inhibited, i n  a concen- 
tration-dependent manneC by RIRR-a-tocopherol. GSK P l - l  i s  inhibited wi th the 
highest potency. The IC,, o f  GST AY-1 and GST M la - l a  are higher compared t o  GST 
Pl-1; the IC,, o f  GST AZ-2 is the highest of  all. isoenzymes tested. 
It also appeared tha t  RRR-a-tocopherol inhibits GST actiwity i n  human tissues con- 
taining different isoform~s of the enzyme. This inhibit ion by RRR-a-tocopherol i s  
also conrentration-dependent. The IC, value for GST P, present i n  lysate of  human 
eryt1.1rocytes is m~url i  lower compared to  the IC,>, value for the mixture of GST M and 
&ST A ,  present i n  human Liver cytosol. These results are in  accerdan~ce with the 
results of "che purified isoenzymes. However, the absolute IC,, vallues are higher for 
the human sources o f  the isoenzym,es compared t o  these values for purified iso- 
enzymes. A possible explanation for this difference i n  IC,, values i s  tha t  the potency 
of RRR-cx-tocopherol t o  inh ib i t  GST activity is drastically reduced when proteins, 
e.g. ailbunrin or hemoglobin are present. Probably RRR-m-tocopherol binds t o  the 
protein with higher affinity than t o  the GST enzyme. 
As already mentioned, GST Pl-Y -is especially vulnerable t o  oxidative stress. It is 
known tha t  GST P1-1  i s  inactivated i n  human etythrocytes by HZOL [12]. Numerous 
reactive oxygen species are known t o  be more reactive than the retative stable H,O,. 
HOCL is  a powerful oxidant generated by the neutrophil enzyme myelopleroxidase 
from H,O, and chloride ions. It is  highly reactive towards a range of biological sub- 
strates [13]. I n  chapter 8 the effect of this highly reactive oxygen species, HOCl, on 
GST PI-1- activity is presented. The results show that  GIST PI -1  i s  inhibited by HQCl 
wi th a very high potency compared t o  H,O,. The inhibit ion of GSI P I - I  by HOCL is 
concentration-dependent, noncompetitive and not  reversible by GSH. It was allso 
shown that  the H0Cl scavenger, lipaic acid, can protect against the inactivation of 
GIST PI -1  by HOCL. Hulman GST P I - l  contains four cysteine residues of which two, 
cys-47 and cys-101, are critical for the activity [&I. ProbabLy HlaCL inhibits the acti- 
v i ty  of the enzyme by oxidaltion o f  such a cysteine residue, because it is known that  
HaCl shows high reactivity towards th io l  groups [14, 151. To inhib i t  GST i n  lysate 
of human erythrocytes (major form of GST is  EST P I - I ) ,  higher concentrations of 
HOCL are needed t o  in~hibi t  he enzyme compared witlli purified GST P I - I .  This can 
be explained by tlhe presence of GSH and tlhioll containing proteins that  also can 
react with HOlC1. 
The effects of multiple fo~ms of vitamin E om GSH-dependent enzymes can have 
numerous implications, which can be advantageous or disadvantageous for humans. 
As described i n  chapter 3, or-tocopherol quincsne can act as a pro-oxidant i n  the 
GSH-dependent protection against lipid peroxidation, i n  conditions where the a- 
tocopherol concentration is Low. Anoth~er disadvantageous effect of a-tocopherol is 
t~he indirect carcinogenic action performed by inhibit ion of 6ST P I - 1  activity (chop- 
ter 4). I n  addition to  the use of vitamin E as food ingredient or a supplement, several 
modern cosmetic products contain relatively high concentrations vitamin E. It i s  
known that  GST PI -1  is present i n  human skin [16]. I n  view of this it 1s o f  impor- 
tance that  mice lacking th~e GST PI-1 have an increased risk for skin tumorigenesis 
[ l J ]  and tha t  vitamin E has beern shown t o  be a complete tumour promoter in  
mouse skin [18]. The potent GST P I - l  inhibit ion by a-tocopherol Found i n  our study 
(chapter 4) suggests tha t  this promoter effect might be caused by GST PI-l inhibi- 
t ion. Most cosmetic products contain vitamin E i n  an esterified form of tocoipheroll. 
These esterified products are also potent inhibitors of LST PI-1. Also tocotri~enols 
can indirectly be carcinogenic compounds in  th is way (chapter 6). 
Chapter 5 describes a risk assessment for dermal application of vitamin E containing 
products. Based on the asslumptions made, i t  can be concluded that  to  reach a con- 
centration of 10 p M  of the esterified vitarnin E vitamer i n  the epidermis, a concen- 
tration inhibit ing GST PI-Y more than 50%, 0.0005'/0 w/v tocopherol ester i n  the 
product would be sufficient. I n  cosrneti~c products up t o  1% Yritarnin E can be found. 
This indicates tha t  application of such a vitamin E containing product to the skin 
probably results i n  a substantial inhib i t ion of GST PI-1, with possible disadvan- 
tageous effects. 
I n  same cases the inhibit ion of GSI can hawever be advantageous (chapter 7/8$. 
Turnour cehk express certain isoerrzymes, especially GST PI-1, which contributes t o  
resistance against cytostatic drugs through GSH conjugation of the active metabo- 
lites [19, 201. Inhib i t ion of GST activity can increase the potency of chemothera- 
peut ic~.  Therefore, compounds are being deweloped that  inhib i t  GST activity and can 
be used as adjuvant i n  cancer therapy. Possiblly# vitamin E can be useful as inhib i -  
tor of glutathione conjugation i n  cancer therapy. 
It is also known that  GST P I - 1  functions as a guardian of JWK i n  normakly growing 
cells. GST P I -1  may serve as a sensor of intramolecular ch~anges i n  redox potential 
that  are elicited by various forms of stress [21]. Chapter 8 shows tha t  WOCL can inh i -  
b i t  GST P I - 1  activity, what makes HlQCl such a form o f  stress. These forms o f  stress 
alter the conformation af  GST PI -1  which triggers the phophorylation of 3wn by JWK. 
This can result i n  changes i n  cell cycle, DNA repair or apoptosis. Overphasphoryla- 
t ion a f  Jun can increase cell proliferation and eventually apoptosis (chapter 2/81" 
Inhib i t ion o f  GST PI-31 by vitamers of vitamin E also gives conformational changes 
i n  the GST mollecule (chaptar 6), albeit other changes tlhan th~e changes induced by 
HlQCL. Probably vitamin E also can act as guardian of JWK. 
Het menselijk Ejchaam he& verschillende enzymatische en niet-enzymatiscihe bescher- 
mìngslmechanismen om het hoofd te  k~unnen bieden aan reactieve zuurstof deeltjes 
en electro6elen. De niet-enzymatische antioxidanten werken niet  alleen, maar vos- 
men een ingewikkeld netwerk. Ook werken ze i n  samenhang met de enzymatische 
beschermingsmechani~smen. Dit proefschrif-t concentreert zich op de interactïe tus- 
sen kwee verslclhillende besehermingsnnechanismen: vitamine E en glutathlon-afhan- 
kelijke enzymen. Met Rame de interactie tussen vitalmine E, of  a-tocoferol quinon, 
en vrij radicaal reductase; de reductile wan a-tocoferoll quinon door glutathion; en 
het effect van verschillende vormen van vitamin~e E op glutathion S-transfeaase acti- 
vi"kit i s  onderzocht. 
I n  hoofdstuk 2 van d i t  proefschnít wordt een overzicht van vitamine E en glutathion 
(-afhankellijke enzymen) gegeven. Samen met andere enzymatische en noni-enzyma- 
tische antioxidanten vormen deze twee componenten een barrière tegen schadelijke 
deleltjes. De opname van de verschilllende vormen van vitamine E en glutathion 
wordt besproken en de verselrillende fluncties van vitamln~e E en glutathion (-afhan- 
klelijke enzymen) zijn weergegeven. 
Radicalen zijn i n  staat om meervoudig onverzadigde vetzuren i n  de membranen van1 
cellen t e  oxideren. Producten die gevormd worden tijdens d i t  proces kunnen de cel- 
groei remmen en genotoxiisclhe activiteit  uitoefenen. Vitamine E kan d i t  proces van 
Lipide peroxidatie remmen door het wegvaiigen wan lipide peroxyl radicalen die de 
kettingreactie van non-enzymatisclhe lipide peroxidatie propageren. ct-Tocoferol i s  
de vorm van vitamine E die liet meest aanwezig is i n  het menselijk lichaam door de 
aanwezigheid wan a-"cacaferol transfer eiwit i n  de lever, dat selectief RRR-a-tociofe- 
ml bindt voor opname i n  het lichaam. Door de hogere biologische beschikbaarheid 
wan a-toicoferol i n  vergelijking met alle andere vitam~ine E vitameren, i s  het anti- 
oxidant effect i ~ n  de bescherming tegen lipide peroxidatie van a-tocoferoll superleur 
aan de andere vitannine E vitaineren. Opgemerktmoet worden dat cc-toeoferlol zelf 
een radicaal wordt wanneer het een lipide peroxyl radicaal wegvangt. 
Naast a-tocoferoll is ook GSH een potente remmler van Lipide peroxidatie. Die GSH- 
afhankelijke bescherming i s  vitamine E afhankelijk en verloopt via een vrij radicaal 
reduictase; een enzym dat i n  slaat i s  om cc-tocoferol t e  regenereren u i t  m-tocoferol 
radicaal. Echter niet alle radicalen worden op deze manier geregenereerd, enkele 
radicalen oxideren verder en vormen a-tocoferol quinen. Het is aangetoond dat 
meiisen a-tocoferol quinon kunnen reduceren naar a-tocoferol. Deze reductie is 
echter n iet  het gevolg van een directe reactie met GSH (hoojFdstwk 3). De reductie 
gebeurt niet rechtstreeks I n  opiossing en ook niet  i n  Lever mlrroscimen waarin het 
vrij radicaal reductase enzym aanwezig Is. I n  hoofdatuk 3 wordt ook de interacde 
wan a-tocoferol en ct-tocoferol quinon met glwtathicin i n  het proces van Lipide 
peroxidatie beschreven. Zoals besproken i n  eerdere studies remt a-tocoferol het pro- 
ces van Lipide peroxidatie via ESH-afhankelijke bescherming. m-Tocoferol quinon 
be'invloedt deze ESH-afhankelijke bescherming niet I n  de aanwezigheid wan ade- 
quate gehaltes a-tocoferoil. Wanneer het a-tocaferal gehalte echter i s  afgenomen, 
voorkomt a-tocoferol quinon de ESH-afhankelijke bescherming tegen Lipide perolxi- 
datie volledig. Dit suggereert dat a-tocoferol quinon werkt als een a-tocorerol anta- 
gonilst voor het vrij radicaal reductare. Op deze iniairier kan, indien de a-tacofercii 
gehaltes Laag zijn, a-tocoferol quinon als een pro-oxidant werken. 
Gluitathion S-transferases beschermen het rnenselijlk Lichaam ook tegen schadelijke 
effecten van, bijvoorbeeld, reactieve zuurstof deeltjes en verschillende electrolfie- 
ken. Ze kata-jiseren de conjugatie van glwtathicrn met verschillende componenten. 
De pi isoworm van GST is gevoelig voor oxildatIeve schade. Aangezien a-tocoferol i n  
staat is om de mens te  besclhlermen tegen radicalen, werd verwacht dat a-tocoferctl 
een beschermend effect zou hebben op EST P I - l .  I n  hoofdstuk 4 wordt echter aan- 
getoond dat a-tcicoferol, i n  vergelijking met andere bekende remmers wan GST P I -  
1, zoals S-hexylglutathion en brounosulfothaleine, een zeer potente remmer van GST 
F l - l  is. m-Tocoferol competeert niet voor de bindingspbatsen van GSH of CDNE i n  
GST P I - l ,  maar remt de activiteit  op een nlon-campetitieve manier, 
Wanneer vitamine E wordt gebruikt als supplement of  wordt toegevoegd aan een 
product (bijvoorbeeld een cosmetisch product) wordt het maleculal vaak minder 
gevoelig gemaakt voor oxidatie door afscherming van de hydroxyl groep i n  de chro- 
maan groep. Deze groep is essentieel voor dle antioxidant functie. Hoofdstuk 5 
beschrijft het effect wan enkele tocoferol derivaten op de activiteit  van GST PI-31. 
Hoewel afscherming van de vrije hydroxyl groep i n  tocoferol de capaciteit om GST 
P I - l  t e  remmen verlaagt, remmen alle geteste tocoferolen en tocoferal derivaten 
humaan GST P I - l  op een concentratie-afhankelijke manier b i j  relatief Lage con~cen- 
traties. Het wateropLosbare vitamine E analoog trolox, dat dezelfde chrornaan groep 
heeft als a-tocoferol, heeft een geringe remming op GST PI-1 .  Het vetzuur, arachi- 
donzuur, dat Lijkt op de staart van a-tocoferoh, heeft ook geen sterk remmend effect 
op GST PI-l .  De remming van de ester RRR-a-tocoferol acetaat i s  non-competitief; 
hetgeen suggereert dat de remming van de esters op vergelijkbare wijze verloopt als 
die wan de vrije tocoferoQeri. Gebaselercl op deze resultaten kan worden geconclu- 
deerd dat n iet  alleen de phytyh staart of de chremaan groep van tocoferol, maar een 
combinatie van beide structuren iri het molecuul, belangrijk i s  voor GST PI-1 rem- 
ming. Ook kan worden geconctudeerd dat b i j  GST PI-l remming andere moleculaire 
structuur kenmerken een rol spelen dan bi j  vrije radicaak sicavenging, 
I n  hoofdstuk 5 wordt bovendien het meest waarschijnlijke mechanisme besproken 
van GST remming door tocoferolen en tocoferol derivaten. Onze hypothese is dat 
deze componenten een conformatie verandedng van het enzym induceren ten gevol- 
ge van structurele modificaties wan lipofiele regio's aanwezig in het raakvlak t~wssen 
de twee monomeren van GST. Binding wan een component i n  deze regio kan de acti- 
viteit  van het enzym veranderen. 
Hoofdstcrk 6 beschrijft de remming van EST P l - l  door tacotrienolen. Tocotrienolen 
remmen de GST P l - l  activi teit  met vergelijkbare potentie als tocoferolen. De rem- 
ming is  ook non-competitief ten opzichte van allebei de riubistraken CDNIB en GSH. 
De hypothese voor het remmingsmeshanisme van GST door tocoferalen en tocotde- 
nolen beschreven I n  ho~ fbs t l~k  5 wordt i n  haofdztuk 6 geverifieerd. Driedimensionale 
evaluatie van de GST P I - l  eiwit structuur toant  dat er verrassend weinig Lilpofiele 
aminozluren aanwezig zijn i n  de contact regio van de twee monomeren. Binding van 
tocoferoil, tocotríenol o f  tocoferol derivaten i n  deze regio is  zeer onwaarschijnlijk. 
Echter, onder de G-pilelk i s  een erg lipofiele put-achtige structuur aanwezig waar de 
lipofiele staart van tocciferolen en tocotrienolen i n  kan passen. Wet is waarschijn- 
Lijk dat tocoferollen en tocotrienolen bi j  voorkeur binden aan deze regio en op deze 
manier de conformatie van het enzym veranderen. De activiteit  van het enzym wordt 
waarschijnlijk op deze manier geremd. De Locatie, voor binding van tocoferolen en 
tocotrienolen, die wordt beschreven i n  d i t  hoofdstuk is gedeeltebijk overlappend 
met een hydrofobe bindende regio zoals beschreven i n  eerdere studies. 
GST is een superfamilie van meerdere isoenzymen. De drie meest belangrijke isoenl- 
zymen zijn alfa, mw en pi. De alfa en mu klasse isaenrymen worden voorn~amelijk 
t o t  expressie gebracht i n  de lever en de nier en het pi isoenzym i n  de huid en rode 
bloedcellen, I n  hoofdstuk 7 worden de effecten wan RRR-a-toc~fero'l op de activiteit 
van gezuiverde isoenzym~~n bediscussieerd. De effecten van RRR-a-tocoferol op de 
GST activiteit i n  humaan Lever cytasol en lysaat van humane rode blloedcellen wor- 
den eveneens besproken. Alle geteste gezuiverde enzymen (GST A l - l ,  AZ-2, M l a - l a  
en PI-l) worden op een concentratie-afhankelïjke manier geremd door RRR-a-toco- 
ferol. GS'r P I - l  wordt geremd met de grootste potentie, De IC,, waarden van EST A l -  
3. en GST M l a - l a  zijn groter dan de IC,, waarde met GST P I - l .  GST A2-2 vertoont de 
hoogste I C ,  van alle geteste isoenzymen voor WRR-a-tocoferol. 
De GST activiteit van humaan lever cytosol en humane rode bloedcellen, wordt ook 
geremd door RRR-a-toeoferal. Deze remming door RRR-a-tocaferol is eveneens con- 
centratie-afhankelijk. De IC,, waarde voor GS7 P, aanwezig i n  lysaat van humane eV- 
trocyten, is veel lager I n  vergellijking met de IC,, waarde voor het mengsel van GST 
M en GST A, aanwezig i n  humaan Lever cytosol. Deze resultaten zijn i n  overeen- 
stemming met de resultaten van gezuiverde Isoeiasymen. De absolute IC,, waarden 
voor de isoenzynten aanwezig I n  Lever cytosoil en node bloedcellen r i j n  echter hoger 
dan de waarden woar de gezuiverde enzynnen. Een mogelijke verklaring voor deze 
verschillen in  IC,, waarden is  de aanwezigheid van eiwitten zoals albumiine en hemo- 
globine, waardoor de effectiviteit van RRR-a-tocoferol om GST te remmen drastiscl-a 
wordt gereduceerd. Waarschijnlijk bindt RRR-a-tocoferol. met groten affiniteit aan 
het e iwi t  dan aan GST. 
Zoals ail eerder opgemerkt, is GST P I - l  gevoelig voor oxidatieve schade. Het is 
bekend dat GST R I - l  i n  humane erytrocyten wordt gefnactlveeird door H$,. Er zijn 
verscheidene reactieve zuurstofdeeltjes blekend die reactiever zijn dan het relatief 
stabiele H$,. HoCl i s  een sterke oxidant die wordt gegenereerd u i t  H,O, en chloride 
ionen doar het enzym myeloperoxidase zoals dat voorkomt i n  neutrofielen. Het i s  
zeer reactlef tegen een aantal biologische substraten. I n  hoajdstuk 8 wordt het 
effect van deze sterke oxidant, HOCL, op EST P I - l  ach'viitei,t weerclegeven. Die resub- 
taten tonen dat GST $1-1 beter wordt geremd door HOCL dan door H,O,. De remming 
van GST P I - I  door HOC1 is concentratie-afhankelijk, non-competitief en niet rever- 
sibel door GSH. Er i s  ook aangetoond dat de HOCL scavenger Lipoïneruuc GTT P I -1  
kan beschermen tegen inactlvatle door MOCI. Humaan GST bevat vier cysteine groe- 
pen waarvan er twee, cys-47 en cys-101, essentieel zijn voor de activiteit. 
Waarschijnilijk remt HOC1 de activiteit van het enlzym door oxidatie van zo'n cysteine 
groep, aangezien het bekend is dat HOC1 erg reactief is richting th io l  groepen. Oliml 
GST i n  lysaat van humane erytrocyten (de belangrij~kste vorm van GST i n  erytrocy- 
ten is GST P I - l )  t e  remmen zijn hogere eaneentraties HOC1 nodig i n  vergelijking met 
gezuiverd GST P I - l .  Di t  kan worden verklaard door de aanwezigheid van GSW en 
th io l  bevattende eiwitten die ook kunnen reageren met HOCL. 
De effecten van de ver~ch~illende vormen van vitamine E op GSH-afhankelijke enzy- 
men kunnen meerdere implicaties hlebben. 
Zoals beschreven i n  hoofdstuk 3, kan a-tocoferol quinon werken als een pro-oxidant 
i n  de GSM-afhankellijke bescherming tegen Lipide peroxidatie, indien de a-tocoferol 
concentratie laag is. Een ander nadelig effect van a-tocoferal is de indirect rarci- 
nogene werking die kan optreden door remming van GST P I - l  activiteit (hoofdrtuk 
4). Naast het gebruik van vitamine E als voedingsingredi@nt of als supplement, 
bevatten verscheidene moderne cosmetische producten relatief hoge eorucentraties 
vitamine E. Bekend is d a t  GST P I - l  aanw~erig is. i n  de huid. Met het oog op deze 
punten is het van belang op te  merken dat muizen zander GST P I - l  een verhoogd 
risico hebben op het ontwikkelen van huidkanker en d a t  er i s  aangetoond dat vita- 
mine E een tumor promoter kan zi jn i n  de huid wan de muis. De, i n  onze studie 
gevonden (hoowtuk 4 j ,  potente GCT P I - l  nemrn~ing door cv.-tocoferol suggereert dat 
d l t  promoter effect veroorzaakt kan zi jn door GST P I - l  remming. De meeste cosme- 
tische producten bevatten vibrnine E i n  de veresterde vorm wan tacoferol. Deze ver- 
esterde producten zijn eveneens potente remmers van GST P I - 2 .  Ook tocotrienolen 
kunnen op deze manier indirect carcinogeen werken (hoofdstuk 6). 
I n  hoofdstuk 5 wordt een Irisicoschatiting beschreven voor dermale applicatie van 
vitamine E bevattende producten. Gebaseerd op de aannames, dat alle tocoferol de 
epidermis bereikt en dat de concentratie i n  de epidermis één tiende deel i s  van de 
concentratie i n  hlet cosmetische product, kan er worden geconcludeerd dat een con- 
centratie van 0,00105% tocoferal ester i n  het product, genoeg kan zijn om een con- 
centratie van li0 PM (remt GST P I - 1  met meer dan 50°h) veresterd vitamine E i n  de 
epidermis t e  bereiken. I n  cosmetische producten kunnen concentraties t o t  1 %  vita- 
mine E worden gevonden. Dit indiceert dat applicatie van een vitamine E bevattend 
product op de huid waarschijnlijk kan resulteren i n  substantiële remming van GST 
P I - l ,  met mogelijk nadelige gevolgen. 
Sn sommige gevallen kan ec~hter de remming van GST ook voordelig zi jn (hoofl~tuk 
7J&li. Tumor celllen brengen bepaalde isoenzymen t o t  expressie, i n  het bijzonder GST 
P I - l .  Dit Leidt t o t  resistentie tegen cytostatica door GSH conjugatie metde actieve 
rn~etabolieten. Remininlg van GST activiteit kan de effectiviteit van chemotherapeu- 
tica verhogen. Met d i t  doell worden stoffen ontwikkeld die EST remmen en gebruikt 
kunnen worden als toevoeging i n  kankertherapie. 
Verder i s  bekend dat GST P I - l  kan werken als bewaker van c-Jun NH,-terminaal 
e iwi tk inase (JNK) i n  normaal groeiende cellen. GST kan dienen als sensor voor 
intramol4eculaire veranderingen i n  redox potentiaal die worden veroorzaakt door ver- 
schilleiide vorti.ien van stress. Hoofdstuk 8 Laat zien da l  HOC1 de CST P I - ?  activiteit 
kan remimlen. Mierdooi. verandert waarschijnlijk de conformatle van IGST P I - l  waar- 
door de fosfarylatie van JUI daar JNK wordt aangestuurd. Dit kan resulteren i n  
veranderingen in  cel cyclus, DNIA herstel of apoptose. Overfosforylatie van Jun kan 
de cel proliferatie verhogen en uiteindelijk leiden t o t  apoptose (hoofd5;t~k 2/8). 
Rem~ming van GST P I - l  door vitamline E vitameren geeft ook conformatie verande- 
ringen in  het GST molecuul (ilïo~fdstwk 61, hoewel deze veranderin~gen anders zijn1 
daii de veranderingen die warden geinduceerd door HihPtl. Waarschijnlijk kan vitaim~ine 
